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DOMAINE DE L'INVENTION 

La presente invention se rapporte au domaine de la regulation de la 
synthese des proteines par contrdle des etapes post-transcriptionnelles. de 
traduction des ARN messagers en proteines. Les principales applications 
5 industrielles de I'invention sont le contrdle de la production de proteines 
d'interet en bioreacteur, le contrdle de la production de proteines d'interet en 
therapie cellulaire (therapie genique somatique), ou encore le contrdle de la 
production de proteines virales dans le cadre de therapies antivirales. 

10 ART ANTERIEUR 

De maniere generate, il existe un besoin dans I'etat de la technique de 
disposer de systemes de contrdle de la production de proteines cibles 
d'interet , en particulier dans le domaine de la production de proteines en 
bioreacteur ainsi que dans divers types de therapies medicales. 

15 Dans certains cas, on recherche une inhibition generate de la 

synthese des proteines produites par certaines cellules que Ton desire 
eliminer, comme par exemple des cellules tumorales. 

Dans d'autres cas, on cherche a stimuler, ou au contraire a inhiber, la 
production de seulement une ou plusieurs proteines cibles predeterminees, 

20 comme par exemple des proteines d'interet therapeutique dont on desire 
I'expression contrdlee & des moments bien determines, par exemple dans 
des precedes de production de proteines d'interet par des cellules cultivees 
dans des bioreacteurs, ou encore par des cellules utilisees en therapie 
genique cellulaire somatique. 

25 On connaTt, dans I'etat de la technique, des proteines capables d'agir, 

au niveau post-transcriptionnel, sur le niveau de traduction des proteines par 
les cellules. L'activite biologique post-transcriptionnelle de certaines 
proteines peut consister en une modification du metabolisme des ARN 
messagers, par exemple par modification de la stabilite et de la demi-vie des 

30 ARN messagers, par une activation de la traduction des ARN messagers, ou 
encore par une modification du transport ou de la localisation des ARN 
messagers. 

Ainsi, il a ete montre que des proteines originaires de levure, telles 
que Pablp, Publp, She2p, She3p ; originaires du xenope telles que Xp54 et 
35 PAP1 ; ou encore des proteines de mammiferes telles que hUPFI, hUPF2, 



l er depot 



2 



hUPF3a, hUPF3b, RNP S1, Y14, DEK, REF2, SRm160, elF-4E , eIF-4G, 
REV, TAP1 et NXF3 etaient capabies, apres liaison specifique a i'ARN 
messager, de modifier le metabolisme de I'ARN messager sur lequel ces 
proteines se fixent, par exemple en stabilisant cet ARN messager, en 
stimulant la traduction de I'ARN messager, en stimulant I'export noyau- 
cytoplasme de I'ARN messager ou en stimulant la polyadenylation de I'ARN 
messager (COLLER et al M 2002). 

Pour tester I'activite biologique des differentes proteines susceptibles 
d'agir sur les diverses etapes post-transcriptionnelles de I'expression des 
genes, c'est-S-dire sur les differents aspects du metabolisme des ARN 
messagers evoqu6s ci-dessus, il a §te propose, dans I'etat de la technique, 
de fusionner la proline dont la fonction est testee avec une proteine de 
liaison a I'ARN de specificite connue, telle que la proteine MS2CP. L'activite 
de la proteine de fusion (proteine testee-proteine de liaison & I'ARN) est 
testee sur une construction d'AQN rapporteur codant un ARN messager 
comprenant (i) le motif nucleotidique cible de la proteine de liaison a I'ARN et 
(ii)un cadre ouvert de lecture codant une proteine rapporteur, comme la 
luciferase ou la beta-globine (COLLER et al., 2002, Demande PCT N°WO 
99/60.408). 

II a 6galement ete propose d'utiliser un polypeptide de fusion 
comprenant une proteine de fixation a I'ARN fusionnee a une proteine 
derivee du facteur elF4G, afin d'activer specifiquemeht la traduction de 
proteines d'interet (Demande PCT N°WO 00/53.779). 

La proteine EDEN-BP de Xenopus laevis a ete le premier facteur 
agissant en trans pour lequel il a ete demontre directement un role essentiel 
dans la specificite de desadenylation des ARN messagers (PAILLARD et al M 
1998). Ulterieurement, il a ete montre que la proteine CUG-BP, qui est codee 
par le gene humain orthologue du gene codant EDEN-BP, est 
vraisemblablement un facteur & fonction de desadenylation responsable du 
controle post-transcriptionnel de I'ARN messager du proto-oncogene c-Jun 
dans les cellules de mammiferes (PAILLARD et aL, 2002). 

II existe un besoin dans I'etat de la technique pour des constructions 
codant une proteine capable d'agir sur I'ARN messager afin d'inhiber la 
traduction des proteines en general, ou encore pour inhiber la traduction de 
proteines cibles predeterminees. 
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SOMMAIRE DE L'INVENTION 

II est foumi selon l'invention un peptide inhibiteur de la traduction des 
proteines caracterise en ce que sa taille est d'au plus 250 acides amines et 
5 en ce qu'il comprend une sequence d'acides amines possedant au moins 85 
pour cent d'identite avec la sequence en acides amin6s SEQ ID N°1 . 

Un autre objet de l'invention consiste en un polypeptide de fusion 
susceptible d'inhiber sp6cifiquement la traduction d'un polynucleotide cible 
d'interet, caracteris§ en ce que ledit polypeptide comprend un peptide 
10 inhibiteur tel que defini ci-dessus, ledit peptide inhibiteur etant fusionne avec 
une proteine de liaison a TARN. 

L'invention fournit egalement des acides nucleiques comprenant un 
polynucleotide codant le peptide inhibiteur ou encore le polypeptide de fusion 
definis ci-dessus. 

is L'invention est egalement relative & un systeme de controle de la 

traduction d'un polynucleotide d'interdt comprenant : 

(a) un premier acide nucleique consistant en un acide nucleique codant un 
peptide de fusion tel que defini ci-dessus ; 

(b) un second acide nucleique comprenant : 

20 (i) au moins une copie d'une sequence nucleotidique cible de la 

proteine de liaison & TARN contenue dans le polypeptide de fusion code 
par le premier acide nucleique tel que defini en (a) ; 
(ii) le polynucleotide d'interet. 
Elle a §galement trait a des vecteurs dans lesquels sont inseres les 
25 divers acides nucleiques inclus dans le systeme de controle de la traduction 
d'un polynucleotide d'interet defini ci-dessus, ainsi qu'£ des precedes pour 
controler in vitro la traduction d'un polynucleotide cible d'interet, lesdits 
proc6des mettant en oeuvre le systeme de controle de la traduction definie ci- 
dessus, 

30 L'invention concerne aussi des kits ou trousses destines au controle 

de la traduction d'un polynucleotide cible d'interet. 

L'invention se rapporte egalement a Putilisation d'un systeme de 
controle ou d'un kit tel que defini ci-dessus pour le controle de la traduction 
d'un polynucleotide cible d'interet 



i er depot 



4 



[.'invention est Sgalement relative a des compositions 
pharmaceutiques comprenant un polypeptide de fusion comprenant un 
peptide inhibiteur de la traduction des proteines, ledit peptide etant fusionn§ 
avec.une proteine de liaison a TARN, comme decrit ci-dessus. 

DESCRIPTION DES FIGURES 

La figure 1 illustre un schema d'action d'un polypeptide de fusion 
selon ('invention comprenant le peptide inhibiteur Pep58X fusionne avec la 
proteine de liaison a TARN MS2CP. Le polypeptide de fusion est annotS 
« MS2CP-Pep58X ». En bas de la figure est reprSsente un ARN messager 
cible comprenant le motif nucleotidique cible de la proteine de liaison a TARN 
MS2CP, qui a ete d§sign§ « MS2 », et qui est represents sur la figure par 
une structure en tige-boucle, et une cassette d'expression de la proteine 
cible d'inter§t Comme represents sur la figure, la proteine MS2CP fusionnee 
permet la fixation du polypeptide de fusion sur TARN messager cible au 
niveau du site MS2, ce qui permet au peptide inhibiteur Pep58X d'exercer 
son activite biologique inhibitrice specifiquement sur TARN messager cible. 

La figure 2 est un sch6ma representant la carte du plasmide pMS2CP- 
Pep58X. Sur le vecteur, « CMV » designe le promoteur du virus de la 
mosaTque du chou-fleur, qui controle ('expression du cadre ouvert de lecture 
codant le polypeptide de fusion entre la proteine de liaison et I'ARN MS2CP 
et le peptide inhibiteur Pep58X. Sur la figure, le cadre de lecture ouvert code 
pour un polypeptide de fusion dans lequel la proteine MS2CP et le peptide 
inhibiteur Pep58X sont separ§s par le peptide HA (sequence 
« YPYDVPDYA » [SEQ ID N°11] allant de I'acide amine 98 a I'acide amine 
106 de la proteine hemaglutinine HA1), qui constitue une etiquette de 
detection et de purification du polypeptide de fusion. « T7 » designe le 
promoteur du phage T7, qui permet la synthese d'ARN in vitro. 

Le vecteur comprend egalement un gene de resistance a la 
neomycine (« Neo r ») place sous le controle du promoteur du virus SV40. 

Le vecteur comprend 6galement un cadre ouvert de lecture codant 
pour une proteine de resistance a rampicilline. 

L'extremite 3' du cadre ouvert de lecture codant le polypeptide de 
fusion comprend une sequence signal de polyadenylation derivee de TADNc 
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codant I'hormone de croissance bovine BGH (pour « Bovine Growth 
Hormone »). 

La figure 3 est un schema du vecteur rapporteur pRLucLuc-CMVin + 
3'UTRGb (MS2)n. 

s Sur la figure, le promoteur CMV bidirectionnel contrdle I'expression de 

deux cadres ouverts de lecture, respectivement (i) un cadre ouvert de lecture 
codant la luciferase R (« Luc R ») et comprenant une region 3*UTR 
contenant huit copies du site nucleotidique MS2, site de reconnaissance de 
la proteine MS2CP et (ii) un cadre de lecture ouvert codant la proteine 
10 luciferase F(« LucF »). 

Le vecteur comprend egalement un gene de resistance a I'ampicilline 
(« Amp r »), place sous le contrfile du promoteur CMV. 

La figure 4 illustre un schema de fonctionnement d'un systeme 
d'expression I. 

15 La figure 4A illustre la synthese du polypeptide de fusion Pep58X- 

proteine de liaison a I'ARN lorsque le promoteur contenant la sequence TetP 
est active par la proteine activatrice tTA, qui est elle-meme exprimee de 
manfere constitutive. 

La figure 4B illustre I'absence de production du polypeptide de fusion 

20 Pep58X-proteine de liaison a I'ARN dans une situation dans laquelle la 
proteine activatrice tTA est produite en presence de tetracycline et n'active 
pas la sequence TetP du promoteur controlant I'expression du gene Pep58X- 
proteine de liaison a I'ARN. 

La figure 5 illustre le principe de fonctionnement du systeme 

25 d'expression II. 

La figure 5A illustre la repression de I'expression du polypeptide de 
fusion Pep58X-proteine de liaison a I'ARN sous I'effet de I'inhibition du 
promoteur contenant la sequence TetO par la proteine represseur Tet(r), qui 
est elle-meme exprimee de maniere constitutive. 

30 La figure 5B illustre I'activation de la synthese du polypeptide de 

fusion Pep58X-proteine de liaison a I'ARN lorsque la proteine represseur 
Tet(r) est mise en contact avec la tetracycline, qui le desactive et I'empeche 
d'inhiber le promoteur contenant la sequence TetO. 
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La figure 6 illustre les resultats d'activite inhibitrice d'un peptide 
inhibiteur de I'invention sur la traduction de la proteine rapporteur CAT chez 
le Xenope. 

Fig. 6A : expression de I'ARNm CAT-B2 en Pabsence de peptide, ou 
en presence des peptides Pep58X (« 58 »), Pep60X (« 60 ») et Pep61X 
(« 61 »). 

Fig. 6B expression des ARNm CAT-B1 (« B1 ») et CAT-B2 (« B2 ») en 
l'absence de peptide, ou en presence du peptide Pep58X (« B1 + 58 » et 
« B2+58 », respectivement). 

En abscisse : identite du peptide utilise (figures 6A et 6B) et identity de 

I'ARNm CAT utilise (figure 6B). 

En ordonnees : Activite CAT, exprimee en pourcentage de I'activite 

sans peptide, I'activite sans peptide ayant 6te fixee arbitrairement a 100%. 

La figure 7 illustre les resultats de la traduction de la proteine 
marqueur luciferase en mettant en oeuvre un systeme de controle de la 
traduction incluant les vecteurs pMS2CP-Pep58X, pMS2CP (utilise comme 
controle), et le vecteur rapporteur pRLuc Luc CMVin + 3'UTRgb (MS2) 8 . 

En abscisse : concentration de proteines exprimees. En ordonnees : 
expression de Luc F (fig. 7A) et de Luc R rapportee & I'expression de Luc F 
(fig. 7B). 

DESCRIPTION PETA1LLEE DE ^INVENTION 

II est montre selon Tinvention qu'une petite familie de peptides, qui 
possedent entre eux une forte homologie structurale, a la capacite d'inhiber 
la traduction des proteines dans des systemes cellulaires 

Plus specifiquement, le demandeur a montre que des peptides 
particuliers, derives d'une region specifique des proteines EDEN-BP et CUG- 
BP, possedaient une activite dlnhibition de la traduction des proteines, 
lorsque ces peptides sont co-inject§s avec un ARNm rapporteur dans des 
cellules en culture. 

II a ainsi ete montr6 selon Tinvention qu'un peptide de 28 acides 
amines possedant la sequence decides amines allant de Tacide amine en 
position 183 jusqu'a Tacide amine en position 210 de la sequence de la 
proteine EDEN-BP de 489 acides amines de longueur (SEQ ID n°9), 
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originaire de Xenopus laevis, possedait, & lui seul, I'activite inhibitrice de la 
traduction des proteines recherchee. 

Ce premier peptide de 28 acides amin6s est designe « Pep58X » aux 
fins de la pr6sente description. 
5 II a Sgalement ete montre selon Pinvention qu'un peptide possedant un 

tres haut degre d'identite en acides amines avec le peptide inhibiteur Pep 
58X defini ci-dessus, ledit peptide etant designe Pep58H, possedait 
egalement I'activite inhibitrice de la traduction des proteines qui . est 
recherchee. 

10 Le peptide Pep58H consiste en un peptide de 28 acides amin§s de 

longueur possedant la sequence d'acides amines allant de I'acide amine en 
position 183 jusqu'& I'acide amin§ en position 210 de la proteine CUGBP 
humaine. 

On a montre dans les exemples que le niveau d'activite inhibitrice de 
15 Pep58X et de Pep58H est tres similaire. On a aussi montre que le niveau 

d'activite inhibitrice de Pep58H est identique a celui observe pour la proteine 

CUGBP complete. 

A I'inverse, il a aussi 6te montre selon Tinvention que d'autres 

peptides de 28 acides amines de longueur et d§riv§s de la region de 84 
20 acides amines allant de I'acide amine en position 155 jusqu'a Tacide amine 

en position 238 de la proteine EDEN-BP de sequence SEQ ID N°9 ne 

possedait pas d'activite inhibitrice sur la traduction des proteines. II s'agit 

notamment des peptides designes respectivement Pep60X et Pep61X dans 

les exemples. 

25 

Famille de peptides inhibiteurs non specificities selon I'invention 

On a montre selon invention que le peptide de 28 acides amines 
derive de la proteine EDEN-BP de Xenopus laevis, designe Pep58X dans la 
presente description, et qui possede la sequence en acides amines SEQ ID 
30 N°1, est capable dlnhiber, de maniere non specifique, la traduction d'ARN 
messagers rapporteurs codant pour Tenzyme CAT(chloramphenicol acetyle 
transferase). 

Ainsi, le peptide Pep58X a ete co-injecte avec differents ARN 
messagers rapporteurs dans des embryons de Pamphibien Xenope 
35 (Xenopus laevis). Apres expression des genes rapporteurs, des extraits 
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proteiques ont ete prepares et I'activite du gene rapporteur a et6 dosee. Le 
peptide Pep58X inhibe la traduction des ARN messagers rapporteurs codant 
pour I'enzyme CAT, que la construction d'ARN messager rapporteur 
comprenne egalement !e site nucleotidique EDEN de liaison & la proteine 
5 EDEN-BP ou que TARN messager rapporteur ne comprenne aucun site 
nucleotidique EDEN specifique de la liaison de TARN a la proteine EDEN- 
BP. En consequence, il est montre selon Hnvention qu'un peptide 
comprenant la sequence en acides amines SEQ ID N°1, comme c'est le cas 
du peptide Pep58X, inhibe de mani&re generale et non specifique la 
10 traduction des ARN messagers cellulaires. 

L'activite inhibitrice generale non specifique de la traduction des 
proteines demontree avec les peptides Pep58X de sequence SEQ ID N°1 et 
Pep58H de sequence SEQ ID N°2 f qui possedent entre eux une forte identite 
de sequence en acides amines d'environ 89,3%, a permis au demandeur de 
15 definir une famille restraints de peptides inhibiteurs de la traduction des 
proteines, qui est decrite ci-dessous. 

La taille des peptides inhibiteurs non specifiques de la traduction des 
ARN messagers en proteines selon invention, qui possedent tous une forte 
identite de sequence en acides amines avec le peptide Pep58X, est d'au 
20 plus 250 acides amines. 

Bien que des peptides d'une longueur superieure & 250 acides amines 
pourraient aussi posseder des proprietes inhibitrices de la traduction des 
proteines, le demandeur pense, sans vouloir etre lie par une quelconque 
theorie, que de tels peptides de grande taille sont susceptibles de posseder 
25 une activite inhibitrice reduite, notamment du fait de la creation de 
contraintes de conformation du peptide. 

L'invention a done pour objet un peptide inhibiteur de la traduction des 
proteines, caracterise en ce que sa taille d'au plus 250 acides amines et en 
ce qu'il comprend une sequence d'acides amines possedant au moins 85% 
30 d'identite avec la sequence en acides amines SEQ ID N°1 de Pep58X. 

Les termes proteine, polypeptide et peptide utilises dans la presente 
description sont interchangeables et designent une chaTne lineaire de residus 
d'acides amines lies Tun a Tautre par une liaison peptidique entre le groupe 
alpha-amin<§ et le groupe carboxy de deux residus d'acides amines contigus. 
35 Font egalement partie de I'invention des polypeptides comprenant au moins 
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une liaison non peptidique telle qu'une liaison retro-inverso (NHCO), une 
liaison carba(CH2-CH 2 ) ou encore une liaison cetomethylene (CO-CH2). 

Un peptide inhibiteur de la traduction des proteines selon invention 
comprend une sequence d'acides amines possedant de preference au moins 
5 86%, 87%, 88%, 89%, 89,3%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 
98%, ou 99% d'identite en acides amines avec le peptide inhibiteur de 
sequence SEQ ID N°1. 

Le « pourcentage d'identite » entre deux sequences decides amines, 
au sens de la presente invention, est determine en comparant les deux 
10 sequences alignees de maniere optimale, a travers une fenetre de 
comparaison. 

La partie de la sequence d'acides amines dans la fenetre de 
comparaison peut ainsi comprendre des additions ou des deletions (par 
exemple des « gaps ») par rapport a la sequence de reference (qui ne 

15 comprend pas ces additions ou ces deletions) de maniere & obtenir un 
alignement optimal entre les deux sequences. 

Le pourcentage d'identite entre les deux sequences d'acides amines 
est calcule en d6terminant le nombre de positions auquel un residu d'acide 
amin§ identique est observe pour les deux sequences comparees apres 

20 alignement, puis en divisant le nombre de positions auxquelles il y a identite 
entre les deux residus d'acides amines compares, par le nombre total de 
positions dans la fenetre de comparaison, puis en multipliant le resultat par 
cent afin d'obtenir le pourcentage d'identite entre les deux sequences 
d'acides amines. 

25 L'alignement optimal des sequences pour la comparaison peut etre 

realise de maniere informatique a I'aide d'algorithmes connus. 

De maniere tout & fait preferee, le pourcentage d'identite de sequence 
est determine a I'aide du logiciel CLUSTAL W (version 1.82) les parametres 
6tant fixes comme suit : (1) CPU MODE = « ClustalW mp ; (2) ALIGNMENT 

30 = « full » ; (3) OUTPUT FORMAT = « aln w/numbers » ; (4) OUTPUT 
ORDER = « aligned » ; (5) COLOR ALIGNMENT = « no » (6) KTUP (WORD 
SIZE) = « default » ; (7) WINDOW LENGTH = « default » ; (8) SCORE TYPE 
= « percent » ; (9) TOPDIAG= « default » ; (10) PAIRGAP= « default » ; (11) 
PHYLOGENETiC TREE/TREE TYPE = « none » ; (12) MATRIX = 

35 « default » ; (13) GAP OPEN = « default » ; (14) END GAPS = « default » ; 
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(15) GAP EXTENSION = « default » ; (16) GAP DISTANCES = « default » 
(17) TREE TYPE = « cladogram » et (18) TREE GRAP DISTANCES = 
« hide ». 

Les peptides appartenant a la famille des peptides inhibiteurs de la 
5 traduction des proteines selon I'invention possedent done, pour certains 
d'entre eux, une sequence d'acides amines comprenant une ou plusieurs 
substitutions, additions, ou deletions d'un acide amine, par rapport aux 
peptides inhibiteurs comprenant la sequence SEQ ID N°1. Un exemple 
illustratif de tels peptides est le peptide inhibiteur de sequence SEQ ID N°2. 
lo Font partie de I'invention les peptides dont la sequence d'acides 

amines possede une ou plusieurs substitutions d'un acide amine par un 
acide equivalent, par rapport aux peptides inhibiteurs de la traduction des 
proteines telles que definis de maniere generale ci-dessus. 

On entendra par acides amines equivalents selon la presente 
15 invention des acides amines qui ont une activite inhibitrice du meme ordre de 
grandeur que I'activite inhibitrice du peptide inhibiteur de reference, e'est-a- 
dire des acides amines, lesquels, lorsqu'ils remplacent un acide amine 
present dans la sequence d'acides amines du peptide inhibiteur de 
reference, ont une activite inhibitrice ayant le meme ordre de grandeur que 
20 celui du peptide inhibiteur de reference. 

A titre d'illustration, des substitutions conservatives d'acides amines 
sont les remplacements d'un acide amine par un autre acide amine 
appartenant a la meme classe. Sont ainsi interchangeables les acides 
amines aliphatiques Ala, Val, Leu et He ; les acides amines possedant un 
25 residu hydroxyle tel que Ser et Thr ; les acides amines acides Asp et Glu ; 
les acides amines possedant une fonction amide telle que Asn et Gin ; les 
acides amines basiques tels que Lys et Arg ; et les acides amines 
aromatiques tels que Phe et Tyr. 

Le niveau d'activite inhibitrice d'un peptide inhibiteur selon I'invention 
30 peut etre aisement determine par I'homme du metier, par exemple en 
calculant, pour chaque concentration d'une serie de concentrations 
croissantes intraceilulaires de peptide inhibiteur , le pourcentage 
d'expression d'une proteine marqueur codee par un ARNm rapporteur, par 
rapport au niveau d'expression de ladite proteine marqueur en I'absence du 
35 peptide inhibiteur, puis en calculant la pente de la droite reliant les differentes 
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valeurs de pourcentage d'expression de la proteine marqueur, pour les 
differentes valeurs croissantes de concentration du peptide inhibiteur, 
comme cela est detaille dans les exemples. 

Le calcul de la pente de la droite d'inhibition peut etre realise a I'aide 
5 de la formule suivante : 

d[Proteine marqueur] 

P = , dans laquelle 

d[peptide inhibiteur] 

- P est la valeur de la droite de pente d'inhibition ; 

10 - d [proteine marqueur] est la difference de quantite de proteine marqueur 
entre les deux concentrations en peptides a et b ; 

- d [peptide inhibiteur] est la difference entre les deux concentrations a et b 
de peptide. 

Selon I'invention, un peptide inhibiteur determine possede un niveau 
15 d'activite inhibitrice de la traduction des proteines du « meme ordre de 
grandeur » que le niveau d'activite inhibiteur d'un peptide de reference 
lorsque la valeur P dudit peptide determine est comprise entre - 0,3 et -0,8, 
de preference entre - 0,4 et - 0,7, la valeur P etant de preference d'environ - 
0,6. 

20 Font aussi partie de I'invention des peptides d'au plus 250 acides 

amines de longueur et qui possedent au moins 85% d'identite en acides 
amines avec la sequence d'acides amines allant de I'acide amin§ en position 
156 jusqu'a I'acide amine en position 405 de la sequence de la proteine 
EDEN-BP, la proteine EDEN-P possede la sequence en acides amines 

25 referencee dans la presente description comme la sequence SEQ ID n°9. La 
sequence d'acides amines 156-405 comprise dans la sequence SEQ ID N°9 
de EDEN-BP consiste en la sequence d'acides amines qui est comprise 
entre le deuxieme et le troisieme domaine de liaison a I'ARN de la proteine 
EDEN-BP. 

30 Font aussi partie de I'invention des peptides d'au plus 100 acides 

amines de longueur et qui comprennent au moins 30 acides amines 
consecutifs de la sequence de 84 acides amines allant de I'acide amine en 
position 155 jusqu'a I'acide amine en position 238 de la sequence de la 
proteine EDEN-BP, referencee comme la sequence SEQ ID N°3, lesdits 
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peptides cornprenant une sequence d'acides amines possedant au moins 
85% d'identite en acides amines avec la sequence SEQ ID N°1. 

Font 6galement partie de Tinvention des peptides d'au plus 100 acides 
amines de longueur et qui comprennent au moins 30 acides amines 
consecutifs la s§quence decides amines de 88 acides amin§s allant de 
Tacide amin6 en position 155 a Tacide amine en position 242 de la sequence 
de la proteine CUG-BP, r^ferencee comme la sequence SEQ ID N°4 seion 
Tinvention, lesdits peptides cornprenant une sequence d'acides amines 
possedant au moins 85% d'identite en acides amines avec la sequence SEQ 
ID N°2. 

Le demandeur a en effet montre que la sequence SEQ ID N°3 de 84 
acides amines, derivee de la proteine EDEN-BP, interagit dans la cellule 
avec la proteine ePABP, connue pour etre impliquee dans les mecanismes 
de regulation du niveau de la traduction des ARN messagers. 

Un peptide inhibiteur de la traduction des prolines tel que defini ci- 
dessus a avantageusement une taille d'au plus 50 acides amines de 
longueur. 

Preferentiellement, un peptide inhibiteur de la traduction des prolines 
de Tinvention est caracteris6 en ce que sa taille est d'au plus 30 acides 
amines de longueur et est de manfere tout a fait pr6feree d'au plus 28 acides 
amines de longueur. 

Les peptides inhibiteurs'de petite taille, d'au plus 50 acides amines et 
mieux d'au plus 30 acides amines, sont preferes du fait de leur meilleure 
capacite a penetrer les membranes cellulaires et agir ainsi efficacement et 
rapidement au niveau du cytoplasme pour inhiber la traduction des ARN 
messagers. 

Fait partie de Tinvention un peptide inhibiteur de la traduction des 
proteines qui est caracterise en ce qu'il comprend une sequence d'acides 
amines possedant au moins 89%, de preference 89,3% , d'identite avec la 
sequence en acides amines SEQ ID N°1. 

Repond a la definition d'un peptide inhibiteur ci-dessus un peptide 
caracterise en ce qu'il comprend la sequence SEQ ID N°1, en particulier le 
peptide de sequence SEQ ID N°1. 
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Fait egalement partie de la definition un peptide ci-dessus, un peptide 
caracterise en ce qu'il comprend la sequence SEQ ID N°2, en particulier le 
peptide de sequence SEQ ID N°2. 

^invention est egalement relative a un proc6de pour la production 
5 d'un peptide inhibiteur de la traduction des proteines tel que defini ci-dessus, 
ledit procede comprenant les etapes de : 

(a) inserer un acide nucleique codant pour ledit peptide inhibiteur dans 
un vecteur d'expression approprie ; 

(b) cultiver, dans un milieu de culture approprie, une cellule hote 
10 prealablement transformee ou transfectee avec le vecteur recombinant 

obtenu a Petape (a) ; 

(c ) recuperer le milieu de culture conditionn6 ou lyser la cellule hote, 
par exemple par sonication ou par choc osmotique ; 

(d) separer et purifier, a partir dudit milieu de culture, ou encore a 
15 partir des lysats cellulaires obtenus a I'etape (c), ledit peptide inhibiteur ; 

(e) le cas echeant, caracteriser le peptide inhibiteur recombinant 
produit. 

Les peptides inhibiteurs selon Tinvention peuvent etre caracterises par 
fixation sur une colonne de chromatographie d'immunoaffinite sur laquelle 

20 des anticorps diriges contre ledit peptide ont ete prealablement immobilises. 

Selon un autre aspect, un peptide inhibiteur selon Tinvention peut etre 
purifie par passage sur une serie appropriee de colonnes . de 
chromatographie, selon des m6thodes connues de Phomme du metier et 
decrites par exemple dans AUSUBEL et al. (1989). Un peptide inhibiteur 

25 selon I'invention peut egalement etre prepare par les techniques classiques 
de synthese chimique, indifferemment en solution homogene ou en phase 
solide. 

A titre illustratif, un peptide inhibiteur selon I'invention pourra etre 
prepare par ia technique en solution homogene decrite par HOUBEN WEIL 
30 (1974) ou encore par la technique de synthase en phase solide decrite par 
MERRIFIELD (1965a, 1965b). 

Uinvention est egalement relative & un acide nucleique comprenant un 
polynucleotide codant un peptide inhibiteur de la traduction des proteines tel 
que defini ci-dessus. 
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De preference, ledit acide nucleique est caracterise en ce qu'il 
comprend un polynucleotide regulateur sous le controle duquel est place le 
polynucleotide codant ledit peptide inhibiteur de la traduction des prolines. 

(-'invention conceme aussi un acide nucleique tel que defini ci-dessus, 
caracterise en ce qu'il est insere dans un vecteur recombinant de clonage ou 
d'expression. 

L'invention est 6galement relative a un vecteur de clonage ou 
d'expression recombinant comprenant un acide nucleique tel que defini ci- 
dessus. 

Tout vecteur approprte connu ou defini dans la presente description 
peut etre utilise. 

Les peptides inhibiteurs tels que definis ci-dessus sont utilises pour 
inhiber de maniere non sp6cifique la traduction des proteines, de preference 
dans des systemes cellulaires, bien que les peptides inhibiteurs puissent etre 
egalement utilises pour inhiber la traduction des proteines dans des 
systemes acellulaires, par exemple a partir d'un lysat de cellules, par 
exemple en incubant un extrait d'un ARN messagers cellulaires dans un 
systeme acellulaire constitue d'un lysat de reticulocytes de lapin selon la 
technique conventionnelle qui est d6crite par UCHIDA et al. (2002). 

Selon un aspect prefere de Invention, on utilise les peptides 
inhibiteurs tels que definis ci-dessus afin de perturber le metabolisme 

cellulaire au point de provoquer la mort des cellules dans lesquelles ces 

peptides inhibiteurs ont penetre. 

Ainsi, les peptides inhibiteurs de la traduction des proteines tels que 

definis ci-dessus peuvent etre utilises pour eliminer certaines categories de 

cellules a I'encontre desquelles. ils peuvent etre cibles, telles que les cellules 

tumorales. 

Par exemple, les peptides inhibiteurs selon Tinvention peuvent etre 
fusionnes avec un peptide ou une proteine ou encore couples a un 
polysaccharide, ledit peptide, ladite proteine ou ledit polysaccharide 
consistant en des ligands reconnus specifiquement par des recepteurs 
exprimes dans les cellules cibles, par exemple sur la surface membranaire 
des cellules cibles, lesdites cellules cibles internalisant alors les peptides 
inhibiteurs qui vont provoquer leur mort par blocage de la traduction des 
proteines cellulaires. Des exemples de peptides ou de proteines qui peuvent 
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etre fusionnes avec un peptide inhibiteur selon Tinvention sont notamment 
les anticorps ou les fragments d'anticorps qui reconnaissent specifiquement 
des antigenes exprimes de maniere specifique par certaines categories 
cellulaires, telles que les cellules tumorales. 

Par exemple, on peut preparer une proteine de fusion entre un peptide 
inhibiteur selon invention et un anticorps ou un fragment d'anticorps, par 
exemple un fragment Fab ou encore un fragment F(ab')2 reconnaissant 
specifiquement un antigene exprime s6lectivement par les cellules tumorales 
visees, tel que par exemple I'antig&ne tumoral Tn bien connu dans Petat de la 
10 technique. In vitro, les cellules tumorales pr§sentes dans une population de 
cellules prelev§es chez un patient peuvent ainsi etre eliminees par incubation 
des cellules provenant du patient avec des concentrations appropriees de la 
proteine de fusion peptide inhibiteur-anticorps (ou fragment d'anticorps), 
suivie d'une recuperation des cellules normales non tumorales. 
15 II va sans dire que les proteines de fusion peptide inhibiteur-ligand 

d'un recepteur cellulaire peuvent egalement etre utilisees in vivo, par 
exemple dans le cadre de therapies anticancereuses. 

Polypeptides de fusion inhibiteurs specifiques de la traduction des 
20 proteines. 

Selon un autre aspect, Tinvention est relative a des polypeptides de 
fusion susceptibles d'inhiber specifiquement la traduction d'un polynucleotide 
cible d'interet en la proteine correspondante, un tel polypeptide de fusion 
comprenant un peptide inhibiteur de la traduction des proteines tel que defini 

25 precedemment dans la description, ledit peptide inhibiteur etant fusionne 
avec une proteine de liaison a TARN reconnaissant specifiquement un site 
nucleotidique cible de TARN messager qui est vis§. 

En effet, il a 6te montre selon Tinvention qu'un polypeptide de fusion 
entre le peptide Pep58X de sequence SEQ ID N°1 et la proteine de liaison a 

30 I'ARN MS2CP etait capable d'inhiber specifiquement la traduction d'un ARN 
messager comprenant le site nucleotidique cible MS2 et un cadre ouvert de 
lecture codant la proteine marqueur luciferase, place sous le controle d'un 
promoteur approprte. 

Comme illustre sur la figure 1, la proteine MS2CP contenue dans le 

35 polypeptide de fusion se fixe selectivement sur son site nucleotidique cible 
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MS2, ce qui permet au peptide inhibiteur Pep58X d'inhiber specifiquement 
I'expression de I'ARN messager ou des ARN messagers contenant le site 
nucleotidique cible MS2. 

Les m§mes resultats ont ete rapportes par le demandeur avec un 

5 polypeptide de fusion contenant ie peptide inhibiteur Pep58H et la proteine 
MS2CP de liaison a I'ARN. 

Dans un polypeptide de fusion selon I'invention, la proteine de liaison 
a I'ARN, qui est fusionnee au peptide inhibiteur de la traduction des proteines 
defini ci-dessus, est choisie, de preference parmi MS2CP, N, IRP et U1A, 

10 listees dans le tableau 1 ci-dessous. 



Tableau 1 : Proteines amarres preferees 



Amarre 


Reference 


MS2 


J.Coller, N.Gray, M.Wickens, Genes Dev.12 (1998) 3226-3235. Withered G., J. 
Gott, and O. Uhlenbeck. 1991. Specific interaction between RNA phage coat 
proteins and RNA. Prog. Nucleic Acids Res, Moi Biol 40: 185-220 


N 


EDe Gregorio, T.Preiss, M.W. Hentze, EMBO J. 18 (1999) 4865-4874. Tan, R. & 
Frankel, A. D. (1994) Biochemistry 33, 14579-14585 


IRP 


EJDe Gregorio, J.Baron, T.Preiss, M.Hentze, RNA 7 (2001)106-1 13. Hentze MW; 
Kuhne LC. Proc Natl Acad Sci USA. 1996 Aug 6;93(16):8175-82. Review. 

PMID: 8710843 


U1A 


A.S. Brodsky, P.A. Silver, RNA 6 (2000) 1737-1749. 
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Avantageusement, la proteine de liaison a TARN choisie est localisee 
a Textremite NH 2 -terminale du polypeptide de fusion, bien qu'elle puisse 
egalement etre localisde a I'extremite COOH-terminale dudit polypeptide de 
fusion. 

20 Dans le polypeptide de fusion, la proteine de liaison a TARN peut etre 

fusionnee directement au peptide inhibiteur, c'est-a-dire, selon les cas : 

- (i) lorsque la proteine de liaison a TARN est localisee a Textremite 
NH2-terminale du polypeptide de fusion, le dernier acide amine en position 
COOH-terminale de la proteine de liaison a TARN est lie chimiquement, de 
25 preference par une liaison peptidique normale, & Tacide amine localise en 
position NH 2 -terminale du peptide inhibiteur ; ou 

-(») lorsque la proteine de liaison a TARN est localisee en position 
COOH-terminale du polypeptide de fusion, Tacide amine localise en position 
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COOH-terminale du peptide inhibiteur est lie directement, de preference par 
une liaison peptidique normale, a I'acide amine localise en position NH 2 - 
terminate de la proteine de liaison a I'ARN. 

Selon un autre mode de realisation d'un polypeptide de fusion selon 
5 I'invention, la proteine de liaison a I'ARN et le peptide inhibiteur de la 
traduction des proteines ne sont pas lies directement I'un a I'autre, mais sont 
au contraire separes I'un de I'autre, dans le polypeptide de fusion, par une 
sequence d'acides amines espaceur, de preference hydrophobe. La 
sequence d'acides amines espaceur possede une taille suffisante pour 
10 constituer une region de flexibilite de la molecule proteique permettant une 
mobilite relative de la proteine de liaison a I'ARN vis-a-vis du peptide 
inhibiteur. 

La taille du peptide espaceur est d'au moins 3 acides amines de 
longueur et d'au plus 50 acides amines de longueur. De preference la taille 
is du peptide espaceur est comprise entre 5 et 30 acides amines de longueur, 
et de maniere tout a fait preferee entre 5 et 20 acides amines de longueur. 

De preference, lorsque la sequence espaceur, ou peptide espaceur, 
est hydrophobe, ladite sequence espaceur facilite la penetration du 
polypeptide de fusion au travers des membranes cellulaires. Dans ce cas, 
20 ledit peptide espaceur contient majoritairement des acides amines 
hydrophobes tels que les acides amines valine, leucine ou encore isoleucine. 

Dans ce mode de realisation, le peptide espaceur comprend dans sa 
sequence preferentiellement au moins 50% d'acides amines hydrophobes de 
preference au moins 60% et de maniere tout a fait preferee au moins 80% 
25 d'acides amines hydrophobes. 

Selon un mode de realisation particulier, le peptide espaceur consiste 
en une chame d'acides amines poly(Alanine), comprenant de 3 a 50, mieux 
de 5 a 30, avantageusement de 5 a 20, et de maniere tout a fait preferee de 
5 a 10 residus Alanine. 

30 Selon un autre aspect, la sequence d'acides amines espaceur ou 

peptide espaceur, constitue une etiquette permettant la detection ou encore 
la purification du polypeptide de fusion present dans un echantillon. Par 
exemple, le peptide espaceur peut etre constitue du peptide « HA TAG », de 
sequence SEQ ID N°1 1 , comme decrit dans les exemples. 
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Des exemples specifiques et illustratifs de polypeptides de fusion 
inhibiteurs specifiques selon l'invention sont constitues par : 

- le polypeptide de fusion MS2CP-HA TAG-Pep58X de sequence en 
acides amines SEQ ID N°5, qui est code par I'acide nucleique de sequence 

5 SEQIDN°7. 

- le polypeptide de fusion MS2CP-HA TAG-Pep58H de sequence en 
acides amines SEQ ID N°6, qui est cod6 par I'acide nucleique de sequence 
SEQ ID N°8 . 

L'invention est egalement relative a un acide nucleique comprenant un 
10 polynucleotide codant un polypeptide de fusion tel que defini ci-dessus. 

Les acides nucteiques prdferes selon l'invention sont les suivants : 

- I'acide nucleique de sequence SEQ ID N°7 codant le polypeptide de 
fusion MS2-HATAG-Pep58X; 

- I'acide nucleique de sequence SEQ ID N°8 codant le polypeptide de 
15 fusion MS2CP-HA TAG-Pep58H. 

Selon un aspect prefere, I'acide nucleique codant un polypeptide de 
fusion selon l'invention est caracterise en ce qu'il comprend un 
polynucleotide regulateur sous ie controle duquel est plac6 le polynucleotide 
codant le polypeptide de fusion. 
20 De maniere tout a fait prefenle, ledit acide nucleique est caracterise 

en ce que le polynucleotide regulateur est un polynucleotide regulateur: 
inductible. 

En effet, dans la pratique, le contrSle de la traduction de certaines 
proteines cibles predetermines par un polypeptide de fusion inhibiteur 
25 specifique selon l'invention impose qu'a des moments d§termin§s d'une 
culture cellulaire, par exemple en bioreacteur, la ou les proteines cibles ne 
soient pas produites, alors qu'a d'autres moments au contraire la production 
de la ou des proteines cibles est recherchee. 

L'invention concerne aussi un acide nucleique codant un polypeptide 
30 de fusion inhibiteur specifique tel que defini ci-dessus, caracterise en ce qu'il 
est insere dans un vecteur de clonage ou d'expression. 

L'invention est egalement relative a un vecteur de clonage ou 
d'expression recombinant, caracterise en ce qu'il comprend un acide 
nucleique codant un peptide inhibiteur specifique tel que defini ci-dessus. 
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Tout vecteur de clonage ou d'expression connu ou d6crit dans la 
pr6sente invention peut etre utilise. 

Les polypeptides de fusion inhibiteurs sp6cifiques ainsi que les acides 
nucleiques codant ces polypeptides de fusion de (Invention ont permis aux 
5 demandeurs de realiser des systemes de contr6le de la traduction d'un ou 
plusieurs polynucleotides cibles d'interet, les caracteristiques techniques de 
ces systemes de controle etant d£finies ci-dessous. 

Systemes de controle de la traduction d'un ou plusieurs nucleotides 
10 cibles d'interet. 

Selon un autre aspect, ['invention est relative a des fusions entre 
peptide et oligonucleotide susceptible d'inhiber specifiquement fa traduction 
d'un polynucleotide cible d'interet en la proteine correspondante. Une telle 
molecule de fusion comprenant un peptide inhibiteur de la traduction des 

15 proteines tel que defini precedemment dans la description, ledit peptide 
inhibiteur etant fusionne avec un oligonucleotide reconnaissant 
specifiquement un site nucleotidique cible d'un ARNm qui est vise. Un 
exemple de ce type d'oligonucleotide est I'Aptastruc decrit dans la demande 
PCT n°PCT/FR 95/01036. 

20 Les polypeptides de fusion inhibiteurs specifiques de la traduction des 

proteines, tels que definis ci-dessus, peuvent etre integr6s dans differents 
systemes de controle de la traduction d'un ou plusieurs polynucleotides 
cibles d'interet. 

Un premier systeme de controle de la traduction d'un ou plusieurs 
25 polynucleotides cibles d'inter§t comprend un acide nucleique codant un 
polypeptide de fusion peptide inhibiteur-proteine de liaison a I'ARN tel que 
defini ci-dessus. 

Un second systeme de controle de I'invention, consiste en un 
systeme de controle qui comprend un polypeptide de fusion peptide 
30 inhibiteur-proteine de liaison a I'ARN tel que defini ci-dessus. 

Lorsque I'acide nucleique codant le polypeptide de fusion, 
6ventuellement sous la forme d'un insert d'ADN dans un vecteur 
recombinant, est utilise pour transfecter les cellules dans lesquelles le 
controle de la traduction est recherche, le polypeptide de fusion est exprime, 
35 eventuellement de maniere inductible. Lorsque le polypeptide de fusion est 
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exprime dans les cellules ainsi transferees, ledit polypeptide de fusion se 
fixe specifiquement aux ARN messagers cibles qui comprennent le site 
nucleotidique cible de la proteine de liaison a TARN contenue dans ledit 
polypeptide de fusion, grace a quoi ledit peptide de fusion inhibe la traduction 
s des proteines codees par lesdits ARN messagers cibles. 

De meme, lorsque le polypeptide de fusion inhibiteur specifique est 
mis en contact avec les cellules cibles, ledit polypeptide de fusion est 
internalise dans le cytoplasme de ces cellules et inhibe la traduction des 
proteines codees par les ARN messagers cibles contenant, dans leur 
10 sequence, le site nucleotidique cible de la proteine de liaison a I'ARN 
contenue dans ledit polypeptide de fusion. 

Selon un troisieme systeme de controle de la traduction d'un ou 
plusieurs polynucleotides cibles d'interet selon I'invention, ledit systeme de 
controle comprend, d'une part, un acide nucleique codant le polypeptide de 
15 fusion inhibiteur specifique et, d'autre part, un second acide nucleique qui 
constitute I'acide nucleique cible du polypeptide de fusion et qui code pour la 
proteine d'interet dont le contrdle de la traduction est recherche. 

Ainsi, I'invention a egalement pour objet un systeme de contrdle de la 
traduction d'un polynucleotide cible d'interet comprenant : 
20 (a) un premier acide nucleique consistant en un acide nucleique 

comprenant un polynucleotide codant un polypeptide de fusion inhibiteur 
specifique tel que defini dans la presente description ; 
(b) un second acide nucleique comprenant : 

(i) au moins une copie d'une sequence nucleotidique cible de la 
25 proteine de liaison a I'ARN contenu dans le polypeptide de fusion code par le 

premier acide nucleique tel que defini en (a) ; et 

(ii) le polynucleotide d'interet dont le controle de la traduction est 
recherche. 

De maniere tout a fait preferee, le troisieme systeme de controle selon 
30 I'invention ci-dessus est caracterise en ce que le second acide nucleique, qui 
code la proteine d'interet dont le contrSle de la traduction est recherche, 
comprend un polynucleotide regulateur sous le controle duquel est place le 
polynucleotide d'interet codant ladite proteine d'interet. 
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Un quatridme systeme de controle de la traduction selon I'invention, 
consiste en un systeme de controle de la traduction d'un polynucleotide cible 
d'interet qui comprend : 

(a) un polypeptide de fusion peptide inhibiteur-proteine de liaison a 
TARN tel que defini precedemment dans la description ; 

(b) un acide nucleique comprenant : 

(i) au moins une copie d'une sequence nucleotidique cible de la 
proteine de liaison a TARN contenue dans le polypeptide de fusion tel que 
defini en (a) ; et 

(ii) le polynucleotide d'interSt dont le controle de la traduction est 
recherche. 

De preference, I'acide nucleique (b) des systemes de controle de la 
traduction des proteines definis ci-dessus comprend au moins 2 copies, 
avantageusement au moins 3 ou 4 copies de la sequence nucleotidique cible 
de la proteine de liaison a TARN contenue dans le polypeptide de fusion de 
invention. Avantageusement, I'acide nucleique (b) comprend 5, 6, 7, 8, 9, 
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23 ou 24 copies de ladite 
sequence nucleotide cible. Dans certains cas, I'acide nucleique (b) contient 
done jusqu'a 24 copies de ladite sequence nucleotide cible. 

Uinvention est 6galement relative a un systeme de contrdle tel que 
defini ci-dessus, caracterise en ce que le ou les acides nucleiques qui sont 
Indus dans celui-ci sont inseres dans un vecteur d'expression recombinant. 

Uinvention concerne aussi un systeme de controle tel que defini ci- 
dessus, caracteris6 en ce que I'acide nucleique (b) est insere dans le 
genome d'une cellule hfite procaryote ou eucaryote. 

Le troisieme et le quatrieme systemes de controle de la traduction 
selon Tinvention permettent de rSguler de maniere controlee Texpression 
d'un gene prealabiement insure de maniere artificielle dans une cellule, ledit 
gene etant de preference un gene codant une proteine dont la synthese doit 
etre controlee . 

Par exemple, dans le domaine de la production de proteines d'int'eret 
dans des bioreacteurs, il existe un probleme recurrent lie a la toxicite de la 
proteine dMnteret que Ton cherche a exprimer vis-a-vis des cellules en phase 
de croissance. Dans cette application, le systeme de controle de la traduction 
des proteines tel que defini ci-dessus permet, du fait de la presence du 
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polypeptide de fusion, la repression de Texpression d'un polynucleotide cible 
d'interet pendant la phase de croissance des cellules, puis, si desire, 
Texpression de la proteine d'interet, une fois le plateau de croissance 
cellulaire atteint au sein du bioreacteur. 

Par rapport aux autres systemes de contrdle existants, qui agissent au 
niveau transcriptionnel de la synthese d'ARN, et dont ii est observe en 
consequence une grande inertie de reponse, comme par exemple le syst&me 
TeT on/Tet off, le systeme de controle selon Tinvention permet une r6ponse 
rapide de repression ou au contraire d'activation de la synthese des 
proteines cibles. 

Comme on le comprend, toute la potentiality du systeme de controle 
de la traduction des proteines selon Tinvention est atteinte lorsque 
Texpression du polypeptide de fusion peptide inhibiteur-proteine de liaison a 
TARN est inductible : ainsi, une repression de la synthese dudit polypeptide 
de fusion permettra la traduction du polynucleotide cible d'interet en la 
proteine. correspondante, alors qu'une activation de Texpression du 
polypeptide de fusion inhibera la traduction du polynucleotide cible d'interet 
en la proteine correspondante. 

Ainsi, pour poursuivre Tobjectif de Tinvention, il est done 
particulierement avantageux d'utiliser des constructions d'acides nucleiques 
dans lesquelles le polynucleotide codant pour le polypeptide de fusion de 
Tinvention est place sous le controle d'un polynucleotide regulateur 
inductible, dont Pactivite peut etre controlee dans le temps. 

Selon un autre aspect de Tinvention, on utilise les polypeptides de 
fusion dans le cadre d'un traitement antiviral cible, en utilisant, comme 
proteine de liaison a TARN, une proteine qui se 1 fixe specifiquement sur des 
sequences nucleotidiques d'ARNm viraux. 

Svsteme d'exoression inductible du polypeptide de fusion, constitutif 
des svstemes de controle de la traduction des proteines selon 
I'inyention. 

L'invention est done 6galement relative a un acide nucleique 
comprenant un polynucleotide codant pour un polypeptide de fusion 
inhibiteur-proteine de liaison a TARN tel que defini ci-dessus et qui comprend 
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aussi un polynucleotide r6gulateur sensible a Taction, directe ou indirecte, 
d'un signal inducteur, aussi designe polynucleotide regulateur inducible. 

Des systemes de regulation inducibles utilisables selon Tinyention 
sont representes respectivement dans les figures 4 et 5. 
5 D'autres systemes de regulation inducibles, bases sur des principes 

de regulation identiques a ceux representes dans les figures 4 et 5 peuvent 
egalement etre utilises. 

On prefere les systemes de regulation inducibles listes dans le 

tableau 2. 

10 De maniere tout a fait preferee, un acide nucleique codant un 

polypeptide de fusion selon Invention ainsi qu'un acide nucl§ique 
comprenant (i) au moins une copie d'une sequence nucleotidique cible de la 
proteine de liaison a TARN contenue dans ledit polypeptide de fusion et (ii) le 
polynucleotide d'interet dont le controle de la traduction est recherche, sont 

15 inserts dans un vecteur recombinant de clonage ou d'expression. 

VECTEURS SELON ^INVENTION 

Par « vecteur » au sens de la presente invention, on entend une 
molecule d'ADN ou d'ARN circulaire ou lineaire, qui est indifferemment sous 
20 la forme simple brin ou double brin. 

Un vecteur recombinant selon Tinvention est de preference un vecteur 
d'expression. 

II peut s'agir notamment d'un vecteur d'origine bacterienne ou virale. 

Dans tous les cas, Tacide nucleique codant le polypeptide de fusion 
25 inhibiteur-proteine de liaison a TARN selon Tinvention est place sous le 
controle d'une ou plusieurs sequences contenant des signaux de regulation 
de son expression dans les cellules considerees, soit que les signaux de 
regulation soient tous contenus dans I'acide nucleique codant ledit 
polypeptide de fusion, soit que Tun, plusieurs d'entre eux, ou encore tous les 
30 signaux de regulation soient contenus dans le vecteur receveur dans lequel 
I'acide nucleique codant le polypeptide de fusion a ete insere. 

Un vecteur recombinant selon Tinvention comprend avantageusement 
des sequences d'initiation et d*arret de la transcription appropriees. 
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En outre, les vecteurs recombinants selon l'invention peuvent inclure 
une ou piusieurs origines de replication fonctionnelles dans les cellules h6tes 
dans lesqueltes leur expression est recherchee, ainsi que, le cas echeant, 
des sequences nucleotidiques marqueurs de selection. 

Les vecteurs recombinants selon l'invention peuvent aussi inclure un 
ou piusieurs des signaux de regulation de ('expression tels que definis ci- 
dessus dans la description, y compris des polynucleotides regulateurs 
inductibles. 

Les vecteurs bacteriens preferes selon l'invention sont par exemple 
les vecteurs pBR322(ATCC N°37017) ou encore les vecteurs tels que 
pAA223-3 (Pharmacia, Uppsala, Suede) et pGEM1(Promega Biotech, 
Madison, Wl, Etats-Unis). On peut encore citer d'autres vecteurs 
commercialises tels que les vecteurs pQE70, qQE60, Pqe9 (QUIAGEN), 
psiX174, pBluescript SA, pNH8A, pMH16A, pMH18A, pMH46A, pWLNEO, 
pSV2CAT, pOG44, pXTl et pSG (Stratagene). 

De maniere preferee, un vecteur d'expression d'un polypeptide de 
fusion inhibiteur specifique tel que defini precedemment est le vecteur 
pMS2CP-PEP58X depose a la Collection Nationale de Cultures de 
Microorganismes le 8 Juillet 2003 sous le numero d'acces I-3067.. 

Un vecteur prefere comprenant I'acide nucleique comprenant (i) au 
moins une copie d'une sequence nucleotidique cible de la proteine de liaison 
a I'ARN contenue dans le polypeptide de fusion inhibiteur specifique et (ii) le 
polynucleotide d'interet dont le controle de la traduction est recherche est le 
vecteur pRLucLuc-CMVin + 3'UTRGb (MS2)n, qui est decrit dans les 
exemples. 

Les vecteurs d'expression eucaryote preferes sont ceux decrits dans 
Makrides et al. (1999). 

CELLULES HOTES TRANSFORMEBS SELON L'I NVENTION. 

En general, un polypeptide de fusion inhibiteur specifique de la 
traduction des proteines selon l'invention est utilis6 pour inhiber 
specifiquement la traduction d'une ou piusieurs proteines d'interet dans des 
cellules. Pour la mise en oeuvre des systemes de controle de la traduction 
tels que definis ci-dessus, il est done necessaire de transfecter au prealable 
> les cellules cibles avec un acide nucleique, ou un vecteur recombinant, 
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permettant 1'expression, le cas echeant inductible, dudit polypeptide de 
fusion dans ces cellules cibles. 

La presente invention a done egalement pour objet une cellule hote 
transformee par un acide nucleique codant un polypeptide de fusion 
5 inhibiteur specifique selon I'invention, ou par un vecteur recombinant dans 
lequel est insert un tel acide nucleique. 

La cellule hote transformee peut etre d'origine bacterienne, fongique 
ou encore toutes autres cellules eucaryotes. 

Toutefois, de mantere tout a fait preteree, la cellule hote est une 
10 cellule de mammitere, y compris une cellule humaine. 

De meme, font partie de I'invention des cellules hotes procaryotes ou 
eucaryotes comprenant un systeme de controle de la traduction des 
prolines telles que definies pr6cedemment , a savoir : 

- un acide nucleique codant un polypeptide de fusion inhibiteur 
is specifique de la traduction des proteines selon I'invention ; 

- un acide nucleique comprenant le polynucleotide d'interet dont le 
controle de la traduction est recherch§, et comprenant egalement le site 
nucleotidique cible de la proteine de liaison ARN contenue dans le 
polypeptide de fusion. 

20 Dans certains cas, on cherchera tout d'abord a integrer le 

polynucleotide cible du polypeptide de fusion inhibiteur specifique considere 
dans le genome de la cellule hote procaryote ou eucaryote transformee, de 
maniere § obtenir un systeme cellulaire stable de controle de la traduction de 
la ou des proteines d'interet cible. 

25 Dans ce mode de realisation particulier, le systeme de controle tel que 

defini precedemment est caracterise en ce que I'acide nucleique (b) est 
insere dans le genome de la cellule hote procaryote ou eucaryote. 

PROCEDES ET KITS SELON L'INVENTION 

30 L'invention a encore pour objet un procede pour controler in vitro la 

traduction d'un polynucleotide cible dlnteret, caracteris§ en ce qu'il 
comprend les etapes suivantes : 

a) on introduit dans une cellule hote procaryote ou eucaryote un acide 
nucleique comprenant : 
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(i) au moins une copie d'une sequence nucteotidique cible d'une 
proteine de liaison a TARN ; 

(ii) le polynucleotide d'inter§t ; et 

(iii) un polynucleotide regulateur sous le controle duquel est place ledit 
polynucleotide d'interet. 

b) on cultive la cellule hote recombinante obtenue a la fin de I'etape a) 
dans un milieu de culture approprie, la cellule hote recombinante 
exprimant ledit polynucleotide d'interet; 

c) lorsque d6sire, on inhibe I'expression dudit polynucleotide d'interet en 
ajoutant au milieu de culture cellulaire un polypeptide de fusion inhibiteur 
specifique tel que defini dans la presente description. 

^invention a egalement pour objet un procede pour controler in vitro la 
traduction d'un polynucleotide cible d'interet, caracterise en ce qu'il 
comprend les etapes suivantes : 

a) on introduit dans urie cellule h6te procaryote ou eucaryote 

(1) un acide nucleique comprenant : 

(i) au moins une copie d'une sequence nucleotidique cible d'une 
? proteine de liaison a TARN ; 

(ii) le polynucleotide d'interet ; et 

(iii) un polynucleotide regulateur sous le controle duquel est place 
ledit polynucleotide d'interet. 

et 

(2) un acide nucleique comprenant un polynucleotide codant un 
polypeptide de fusion inhibiteur specifique selon I'invention place sous 
le controle d'un polynucleotide regulateur inductible ; 

b) on cultive la cellule hote eucaryote ou procaryote dans un milieu de 
culture approprie ; 

c) lorsque desire, on ajoute au milieu de culture une concentration finale 
appropriee d'un agent permettant I'activation ou la repression de 
I'expression du polynucleotide codant le polypeptide de fusion. 

En reference au tableau 2, ainsi qu'aux figures 4 et 5, Tagent 
d'activation peut consister : 

- en la tetracycline, lorsque le polynucleotide regulateur inductible 
comprend la sequence TetO, 
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- en la tetracycline, lorsque le polynucleotide regulateur inductible 
comprend la sequence Tet P. 

L'invention a egalernent pour objet un kit ou trousse pour le controle 
de la traduction d'un polynucleotide d'interet, caracteris6 en ce qu'il 
5 comprend un polypeptide de fusion inhibiteur specifique tel que defini 
pr§cedemment. 

L'invention concerne aussi un kit ou trousse pour le controle de la 
traduction d'un polynucleotide d'interet, caracterise en ce quMI comprend : 

(a) un polypeptide de fusion inhibiteur specifique tel que defini 
10 pr^cedemment ; et 

(b) un vecteur recombinant dans lequel est insert un acide nucleique 
comprenanf : 

(i) au moins une copie d'une sequence nucleotidique cible de la 
proteine de liaison a TARN contenue dans le polypeptide de fusion tel 

is que defini en (a) ; 

(ii) le polynucleotide d'interet 

L'invention concerne aussi un kit ou trousse pour ie controle de la 
traduction d'un polynucleotide d'interet, caracterise en ce qu'il comprend un 
vecteur recombinant dans lequel est insere un acide nucleique comprenant 
20 un polynucleotide codant un polypeptide de fusion inhibiteur specifique, de 
preference place sous le contrdle d'un polynucleotide regulateur, de manure 
tout a fait preferee sous le controle d'un polynucleotide regulateur inductible. 

L'invention est egalernent relative a un kit ou trousse pour le controle 
d'interet, caract6ris§ en ce qu'il comprend : 
25 (a) un vecteur recombinant dans lequel est insere un acide nucleique 
comprenant un polynucleotide codant un polypeptide de fusion inhibiteur 
specifique selon l'invention , eventuellement place sous le controle d'un 
polynucleotide regulateur, de manfere tout a fait preferee place sous le 
controle d'un polynucleotide regulateur inductible; et 
30 (b) un vecteur recombinant dans lequel est insert un acide nucleique 
comprenant : 

(i) au moins une copie d'une s6quence nucleotidique cible de la 
proteine de liaison a TARN contenue dans le polypeptide de fusion tel 
que defini en (a) ; 
35 (ii) le polynucleotide d'interet 
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Selon un premier aspect avantageux, le kit ou trousse tel que defini ci- 
dessus est caract§ris§ en ce que le vecteur recombinant (a) est le vecteur 
recombinant (a) est le vecteur Pms2cp-PEP58X d6pos6 & la Collection 
Nationale de Cultures de Microorganismes le 8 Juillet 2003 sous le numero 

5 d'acces 1-3067. 

L'invention est egalement relative a Tutilisation d'un systeme de 
controle de la traduction des prolines telles que definies dans la pr§sente 
description, ou d'un kit tel que defini ci-dessus pour le controle de la 
traduction d'un polynucleotide d'interet. 

10 Selon un premier aspect, 1'utilisation ci-dessus est caracteris6e en ce 

que le polynucleotide d'interet est exprime dans un systeme acellulaire. 

Selon un second aspect avantageux Tutilisation ci-dessus est 
caracterisee en ce que le polynucleotide d'int£r§t est exprime in vitro par des 
cellules cultivees dans un bioreacteur. 

15 

COMPOSITIONS P H ARM ACEUTIQU ES SELON ^INVENTION 

L'invention a egalement pour objet une composition pharmaceutique 
comprenant un polypeptide de fusion inhibiteur specifique de la traduction 
des proteines tel que defini dans la presente description. 
20 L'invention est egalement relative a une composition pharmaceutique 

comprenant : 

(a) un polypeptide de fusion inhibiteur specifique de la traduction des 
proteines telles que definies dans la presente description ; et 

(b) un vecteur recombinant dans lequel est insere un acide nucleique 
25 comprenant : 

(i) au moins une copie d'une sequence nucleotidique cible de la 
proteine de liaison & TARN contenue dans le polypeptide de fusion tel 
que defini en (a) ; 

(ii) le polynucleotide d'interet. 

30 L'invention concerne aussi une composition pharmaceutique 

comprenant un vecteur recombinant dans lequel est insere un acide 
nucleique comprenant un polynucleotide codant un polypeptide de fusion 
inhibiteur specifique de la traduction des proteines selon Tinvention, le cas 
echeant place sous le controle d f un polynucleotide regulateur, de preference 

35 un polynucleotide r6gulateur inductible. 
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Uinvention a §galement trait a une composition pharmaceutique 
comprenant : 

(a) un vecteur recombinant dans lequel est insere un acide 
nucleique codant un polypeptide de fusion inhibiteur specifique de la 

5 traduction des proteines tel que d6fini dans la presente description, 
eventuellement place sous le controle d'un polynucleotide regulateur, de 
preference un polynucleotide regulateur inducible; et 

(b) un vecteur recombinant dans lequel est insure un acide nucleique 
comprenant : 

10 (i) au moins une copie d'une sequence nucleotidique cible de la 

proteine de liaison a TARN contenue dans le polypeptide de fusion tel 
que defini en (a) ; 
(ii) le polynucleotide d'interet. 
En therapie cellulaire, les systemes de controle de la traduction des 
is proteines selon Pinvention remplacent avantageusement le couple 
regulateur-inducteur utilise actuellement par une molecule unique, le 
polypeptide de fusion inhibiteur specifique tel que defini precedemment, qui 
est capable de moduler directement et tres specifiquement ['expression d'un 
gene codant pour une proteine d'interet therapeutique. Avec les systemes de 
20 controle selon I'invention, la regulation de Texpression du ou des genes 
d'interet se realise de maniere post-transcriptionnelle, dans le cytoplasme 
des cellules hotes, ce qui permet une action rapide et reversible de 
I'inducteur. 

Pour une application des systemes de controle selon Tinvention a la 
25 correction directe de certains defauts d'expression de genes cellulaires 
(therapie « regulomique »), le polypeptide de fusion inhibiteur specifique 
contiendra une proteine se fixant specifiquement sur TARN messager 
cellulaire cible. Une specificite cellulaire de ce type de traitement peut de 
plus etre obtenue si I'ARN messager cible n'est exprime que dans un type 
30 cellulaire donne, et/ou si le polypeptide de fusion inhibiteur specifique utilise 
n'interfere qu f avec des regulateurs specifiques de ce type cellulaire. 

En therapie antivirale ou antiparasitaire, les drogues utilisees 
actuellement ont souvent des effets collateraux indesirables lies a un 
manque de specificite d'action. Parmi les cibles de ces drogues, on trouve 
35 des proteines cellulaires comme les polymerases. Au contraire, un 
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polypeptide de fusion inhibiteur specifique selon i'invention est susceptible 
d'agir directement et specifiquement sur les ARN messagers issus du 
g6nome viral et non pas sur les produits codes par le genome de la cellule 
infectee. En effet, la proteine de liaison a TARN constitutive du polypeptide 
de fusion inhibiteur specifique de I'invention est selectionnee sur la base de 
sa sp6cificite pour TARN messager viral que Ton souhaite neutraliser. Cette 
strategie permet d'obtenir une tres bonne specificite de ciblage du 
polypeptide de fusion inhibiteur specifique de ^invention. De plus, etant 
entendu que Texpression des proteines virales est r6gulee pour une tres 
large part au niveau post-transcriptionnel, un polypeptide de fusion Inhibiteur 
specifique selon I'invention est particulierement bien adapte a la lutte 
antivirale. 

De meme, comme deja mentionn6, dans le domaine de la production 
des proteines d'inter§t en bionSacteur, le probfeme recurrent de la toxicity 
pour les cellules de la proteine d'interet dont on cherche 1'expression peut 
etre surmonte en reprimant Texpression du gene d'interet, grace aux 
polypeptides de fusion inhibiteur specifique de Pinvention, pendant la phase 
de croissance des cellules, puis on active le gene codant la proteine d'interet 
a produire pendant les phases ulterieures, par exemple une fois que les 
cellules ont atteint une phase de croissance en plateau. En outre, en 
agissant sur la concentration du polypeptide de fusion inhibiteur specifique 
present dans le milieu reactionnel, il est vraisemblablement possible de 
controler tres finement ['expression du gene d'interet pendant toutes les 
etapes du processus de production bior6acteur. 

La presente invention est en outre illustree, sans pour autant §tre 
limitee, par les exemples suivants. 

EXEMPLES 

EXEMPLE 1 - Protocole de construction des vecteurs recombinants 
MS2CP-Pep58X et MS2CP-Pep58H. 

Les amplimeres correspondent a Pep58X et Pep58H obtenus en 
utilisant comme matrice respectivement le plasmide pT7TSEDENBP 
(oligonucleotides ATGCTAGCGTAAAGTTCGCAGACACTCAGAAAG [SEQ 
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ID N 12] et ATGCGGCCGCTGCATTGAGCTGCTGCATTTGC) [SEQ ID 
N°13] et le plasmide pT7TSCUGBP (oligonucleotides 
ATGCTAGCGTAAAATTTGCTGATACACAGAAG [SEQ ID N°14] et 
ATGCGGCCGCTGCGCTGATTTGCTGCATCTGC [SEQ ID N°15]) (Paillard, 
2002) sont digeres par Nhel et Xho I et inseres dans le vecteur pMS2CP-HA 
prealablement digere par Nhel et Xhol. Le vecteur pMS2CP-HA a ete obtenu 
par insertion du tag HA (TACCCATACGATGTTCCAGATTACGCT [SEQ ID 
N°16]) dans le vecteur pcNMS2 (Lykke Andersen, Cell (103) 1121-31). 

EXEMPLE 2 : Protocole de construction du vecteur pRLucLuc-CMVin + 
3' UTRGb (MS21n 

Le plasmide pRL-Null (Promega) digere Xbal est lie aux oligos 
hybrides (et) pour obtenir le plasmide pRLuc-Xbl. Le plasmide pGL3-Basic 
(Promega) est digere BamHI/Hindlll pour liberer I'insert S>/40-Luc+ qui est 
sous clone dans le vecteur pRL-Xbl digere par BamHI/Hindlll pour obtenir ie 
plasmide pRLuc-Luc. 

Un fragment comportant le promoteur CMV bidirectionnel et les introns 
b-globine et EF-1 (Genethon, Evry) est insere dans les sites Xbal/Mlul de 
pRLucLuc pour obtenir le plasmide pRLucLucCMVin. Le fragment 
comportant la 3' non traduite b globine et 8 repetitions MS2 obtenu par 
digestion Notl/Apal du plasmide pGB(8MS2) (Lykke Andersen, Cell (103) 
1121-31) et insere dans pRLucLuc linearise par Pvull pour obtenir le 
plasmide pRLucLuc-CMVin+3'UTRgb(MS2) 8 . 

EXEMPLE 3 : Caracterisation de I'activite d'un peptide inhibiteur seion 
IMnvention. 

A. Materiel et Methodes 

On a teste I'activite inhibitrice des peptides Pep60X et Pep61X de 17 
et 28 acides amines, qui correspondent respectivement aux acides amines 
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211-227 (Pep60X) et 222-238 (Pep61X) de la sequence de la proteine 
EDENBP. 

Les ARNm utilis6s sont prepares £ partir des constructions d6crites 
dans Ezzedine et al., 2001. Une femtomole d'ARNm CAT-Eg2Delta2, qui ne 
comporte pas de sequence EDEN dans sa 3' non traduite, est co-injecte 
avec 200 ng de peptide dans des embryons de Xenope au stade 2 cellules. 

Apres 4,5 heures d'incubation, cinq lots de trois embryons sont 
collectes pour chaque serie d'injection et des extraits proteiques sont 
prepares afin de mesurer I'activite CAT. 

B. Resultats 

Les resultats correspondant sont presentes sur la Figure 6. 

La moyenne et I'ecart type des mesures realisees sont presents 
figure 7A. Seul le peptide Pep58X demontre une activity d'inhibition 
significative de Texpression de I'ARNm CAT-Eg2Delta2. L'experience a ete 
reproduite avec des ARNm comportant une sequence EDEN, produits a 
partir du plasmide pEg2-Delta1. La co-injection de Pep58X induit une 
repression traductionnelle analogue pour les ARNm pEg2-Delta1 et pEg2- 
Delta2 (Fig 6B). 

EXEMPLE 4 : Caracterisation fonctiortnelle du polypeptide de fusion 
inhibiteur specifique MS2CP-Pep58X dans des cellules de mammiferes 
ex vivo. 

A. Materiel et Methodes 

Les cellules sont cotransfectees avec Tun des vecteurs de la s6rie 
pMS2CP et le vecteur rapporteur. 

Les niveaux de traduction de la luciferase Renillia (R) et de la 
luciferase Firefly (F) sont determines par mesure de luminescence 
(Promega's Dual Luciferase® Assay System). 
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La quantite de proteines de fusion produite est evalu6e par Western 
blot (anticorps polyclonal anti HA, Santa Cruz Biotechnology), et normalisee 
par rapport a la quantite d'une proteine cellulaire ubiquitaire, la proteine 
PCNA (anticorps monoclonal Anti-Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA), 
Sigma Aldrich Company). L'ARNm Luc F ne comporte pas de site MS2 dans 
sa partie 3' non traduite et ne devrait pas etre affects par {'expression de 
MS2CP-Pep58X. Pour le verifier, Texpression de Luc F en presence de 
MS2CP-Pep58X est analyse par le calcul de d(LucF)/d(concentration en 
MS2CP-Pep58X). 

Les resultats sont pr6sentes Fig 7A. La pente de la droite obtenue est 
proche de un (0,998) v§rifiant que la proteine de fusion produite n'affecte pas 
Texpression de la luciferase F. Uexpression de Luc F a et§ ensuite utilise 
comme standard interne pour estimer Teffet de la proteine de fusion sur la 
traduction de I'ARNm Luc R. Ce dernier comporte en effet dans sa partie 3* 
non traduite les sites MS2 permettant la fixation de la proteine MS2CP- 
Pep58X. 

Les resultats sont analyses par le calcul de d(R/F) / d(concentration en 
MS2CP-Pep58X) (Fig 7B). L'experience a et§ realise en parallele avec 
MS2CP, les valeurs obtenues avec MS2CP correspondent a cent pour cent 
d'expression de Luc R. 
B. Resultats 

Les resultats sont pr6sentes sur la Figure 7, qui illustre les resultats de 
la traduction de la proteine marqueur luciferase en mettant en oeuvre un 
systeme de controle de la traduction proteique incluant le vecteurs pMS2CP- 
Pep58X, pMS2CP (utilise comme Temoin), et le vecteur rapporteur pRLuc 
Luc CMVin + 3'UTRgb (MS2) 8 . 

L'expression de MS2CP-Pep58X provoque une repression de la 
traduction de TARNm Luc R, la pente de la droite correspondante est 
d'environ - 0,6 (Fig 7B). Le demandeur a montr§ que le systeme d'analyse 
permet egalement Tetude de proteines qui stimulent la traduction (resultats 
non presentes). 
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Tableau 2 : Svstemes de regulation induct ible preferes 



NOM I 


J ROMOTEUR 1 


[NDUCTEUR 1 

] 
l 


REFERENCE 
BIBLIOGRAPHIQUES 
DU COMMERCIALS 


pMSG 1 

• 


VlMTV-LTR "(mouse mammary ] 
iiTnot" virus' 7 ^ 


Dexamethasone 


Amersham Pharmacia 


pOPRSWMCS 


RSV-LTR (« Rous sarcoma 

v u ua */ ) 


IPTG 


Stratagene 


pTet-Splice 


Tet 


Tetracycline 


Life Technologies 


pTRE 


hCMV-1 


Tetracycline ou 
doxycycline 


Ciontech 


pRev-TRE 


hCMV-1 


Tetracycline ou 
doxycycline 


Clontech 


^Retro-On 
pRetro-Off 


hCMV-1 


Tetracycline ou 
doxycycline 


Ciontech 


pTND series 


AHSP ("Heat shock protein") 


Ecdysone 


Invitrogen 


pPOP 


mPGK/lacO ( phosphoglyc6rate 
kinase) 


IPTG 


G. N. Hannan, S. A. 
Lehnert, E. S. MacAvoy, P. 
A. Jennings and P. L. 
Molloy , An engineered 
PGK promoter and lac 
operator-repressor system 
for the regulation of gene 
expression in mammalian 
cells. Gene 130 (1993), pp. 
233-239. 


pEF-LAC 


hEF-loc/lacO 


IPTG 


Edamatsu, H., Kaziro,Y., 
andltohJEL (1997) 
Inductible high level 
expression vector for 
mammalian cells, pEF-LAC 
carrying human elongation 
factor 1 a promoter and lac 
operator. Gene 187, 289- 
294. 
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Tableau 2 : Svstemes de regulation Inductibl e preferes 

(suite) 



NOM 1 


5 ROMOTEUR 1 


INDUCTEUR 1 


REFERENCE 
BIBLIOGRAPHIQUES OU 
COMMERCIALE 


pBPVMTl 


mMT-I (metallothionein I) 


Cd^Zn", PMA~ 


Pavtakis, G.N., and Hamer, 
D.H.(1983) Regulation of a 
metallothionein-growth 
hormone hybrid gene in bovine 
papilloma virus.Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 80, 397-401 


pMT 


hMT-II ( metallothionein II) 


Cd"", ZxT , 
PMA++ ! 


Friedman, J.S., Cofer,C.L., 
Anderson, C.L., Kushner, J.A., 
Gray, P.P., Chapman, G.B., 
Stuart, M.C., Lazarus, L., 
Shine, J., and Kushner, P.J, 
(1989) High expression in 
mammalian cells without 
amplification. Bio/Technology 
7, 359-362 


pMT302 


hMT-IIA ( mutant) 


Cd^.Zn", 
PMA + * 


Makarov, S.S., Jonat,C.,and 
Haskill, S. (1994) 
Hyperinductible human 
metallothionein promoter with 
a lowlevei basal activity. 
Nucleic Acids Res. 22 1 504 — 
1505 


pIPF 


hlFN-a, ( interferon a) 


Virus 


Mori,T., Yamamoto, K., Ohta, 
T., Sakamoto, C, Sato, M. f 
Kotde, K., Murakami, T., Fujii, 
M., Fukuda, S., and Kurimoto, 
M. (1994) A high level and 
regulatable production system 
for recombinant glycoproteins 
using a human interferon-a 
promoter-based expression 
vector.Gewe 144 289-293 


pGRES 


5XGRE/Ad2MLP "(glucocorticoid 
reponse element/adenovirus major 
late promoter") 


Dexamcthasone 


Mader,S., and White, J.H. 
(1993) A steroid-inductible 
promoter for the controlled 
overexpression of cloned genes 
in eukaryotic cells. 


GRE5 


"high affinity glucocorticoid reponse 
element (GRE)/Adenovirus 2MLP" 


Dcxamethasone 


S. Mader and J. H. White , A 
steroid-inducible promoter for 
the controlled overexpression 
of cloned genes in eukaryotic 
cells. Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 90 (1993), pp. 5603-5607 
0(12)5603-7 


pRDB 


"DRE/MMTV (dioxin reponse 
element)" 


TTCD' 


. A. De Benedetti and R. E. 
Rhoads , A novel BK. virus- 
based episomal vector for 
expression of foreign genes in 
mammalian cells. Nucleic 
Acids Res. J9(199l),pp. 
1925-1931. 
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TABLEAU 3 



SEQ ID N° 


Designation 


Type 


1 


Pep58X aa 


peptide 


2 


Pep 58H aa 


peptide 


3 


EDEN-BP (aa84-155) 


peptide 


4 


CUG-BP (aa1 55-242) 


peptide 


5 


Fusion MS2CP-HA TAG- 
Pep58X 


peptide 


6 


Fusion MS2CP-HA TAG- 
Pep 58H 


peptide 


7 


Fusion MS2-CP-HA TAG- 
Pep58X- 


acide nucteique 


8 


Fusion MS2CP-HA TAG - 
Pep 58H 


acide nucleique 


' 9 


EDENBP 


peptide 


10 


EDENBP 


acide nucleique 


11 


Peptide HA 


peptide 


12 


Amorce 


acide nucleique 


13 


Amorce 


acide nucleique 


14 


Amorce 


acide nucleique 


15 


Amorce 


acide nucleique 


16 


Peptide HA 


acide nucleique 
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REVENDICATIONS 

1 . Peptide inhibiteur de la traduction des proteines, caracterise en ce que sa 
taille est d'au plus 250 acides amines et en ce qu'il comprend une sequence 
d'acides amines possedant au moins 85% d'identite avec la sequence en 
acides amines SEQ ID N°1 . 

2. Peptide selon la revendication 1, caracterise en ce que sa taille est d'au 
plus 50 acides amines. 

3. Peptide selon la revendication 1, caracterise en ce que sa taille est d'au 
plus 30 acides amines, de preference d'au plus 28 acides amines. 

4. Peptide selon Tune des revendications 1 a 3, caracterise en ce qu'il 
comprend une sequence d'acides amines possedant au moins 89% d'identite 
avec la sequence en acides amines SEQ ID N°1. 

5. Peptide selon Tune des revendications 1 a 4, caracterise en ce qu'il 
comprend la sequence SEQ ID N°1. 

6. Peptide selon Tune des revendications 1 a 4, caracterise en ce qu'il 
comprend la sequence SEQ ID N°2, 

7. Polypeptide de fusion inhibant specifiquement la traduction d'un 
polynucleotide cible d'interet, caracterise en ce que ledit polypeptide 
comprend un peptide selon Tune des revendications 1 a 6, ledit peptide etant 
fusionn6 avec une proteine de liaison & I'ARN. 

8. Polypeptide de fusion selon la revendication 7, caracterise en ce que la 
proteine de liaison a I'ARN est choisie parmi MS2CP, N, IRP ET U1 A. 

9. Acide nucleique comprenant un polynucleotide codant un peptide selon 
Tune des revendications 1 a 6. 
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10. Acide nucleique selon la revendication 9, caracteris§ en ce qu'H 
comprend un polynucleotide r6gulateur sous le controle duquel est plac§ le 
polynucleotide codant le peptide. 

5 11. Acide nucleique comprenant un polynucleotide codant un polypeptide de 
fusion selon Tune des revendications 7 et 8. 

12. Acide nucleique selon la revendication 11, caracterise en ce qu'il 
comprend un polynucleotide regulateur sous le controle duquel est place le 

10 polynucleotide codant le polypeptide de fusion. 

13. Acide nucleique selon la revendication 12, caracteris§ en ce que le 
polynucleotide regulateur est un polynucleotide regulateur inductible. 

15 14. Systeme de controle de la traduction d'un polynucleotide cible d'interet 
comprenant un polypeptide de fusion selon Tune des revendications 7 ou 8, 
ou un acide nucleique selon Tune des revendications 11 a 13. 

15. Systeme de controle de la traduction d'un polynucleotide cible d'interet 
20 comprenant : 

(a) un premier acide nucleique consistant en un acide nucleique selon 
Tune des revendications 11 a 13 ; 

(b) un second acide nucleique comprenant : 

(i) au moins une copie d'une sequence nucleotidique cible de la 
25 proteine de liaison a TARN contenue dans le polypeptide de fusion code 

par le premier acide nucleique tel que defini en (a) ; 

(ii) le polynucleotide d'interet. 

16. Systeme de controle de la traduction d'un polynucleotide cible d'interet 
30 comprenant : 

(a) un polypeptide de fusion selon I'une des revendications 7 ou 8; 

(b) un acide nucleique comprenant : 

(i) au moins une copie d'une sequence nucleotidique cible de la 
proteine de liaison a TARN contenue dans le polypeptide de fusion tel 
35 que defini en (a) ; 
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(ii) le polynucleotide d'interet. 

17. Systeme de controle selonTune des revendications 15 ou 16, caracteris§ 
en ce que le second acide nucleique comprend un polynucleotide regulateur 
sous le controle duquel est plac§ le polynucleotide d'interet. 

18. Acide nucleique selon Tune des revendications 9 et 10, caracterise en ce 
qu'il est insert dans un vecteur recombinant de clonage ou d'expression. 

19. Vecteur de clonage ou d'expression recombinant comprenant un acide 
nucleique selon Tune des revendications 9 et 10. 

20. Acide nucleique selon Tune des revendications 11 a 13, caracterise en ce 
qu'il est insere dans un vecteur recombinant de clonage ou d'expression. 

21 . Vecteur de clonage ou depression recombinant comprenant un acide 
nucleique selon Tune des revendications 11 a 13. 

22. Vecteur selon la revendication 21 . caract§rise en ce qu'il s'agit du vecteur 
pMS2CP-PEP58X depos§ a la Collection Nationale de Cultures de 
Microorganismes le 8 Juillet 2003 sous le numerp d'acces 1-3067. 

23. Systeme de controle selon Tune des revendications 15 a 17, caracterise 
en ce que le ou les acides nucleiques qui sont inclus dans celui-ci sont 
ins6r6s dans un vecteur d'expression recombinant. 

24. Systeme de controle selon Tune des revendications 15 a 17, caracterise 
en ce que I'acide nucleique (b) est insere dans le genome d'une cellule hote 
procaryote ou eucaryote. 

25. Cellule hote procaryote ou eucaryote comprenant un systeme de controle 
selon Tune des revendications 15 a 17, 23 et 24. 
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26. Cellule hote procaryote ou eucaryote comprenant un acide nucl§ique 
selon Tune des revendications 11 a 13 ou un vecteur recombinant selon la 
revendication 21. 

5 27. Proc§de pour controler in vitro la traduction d'un polynucleotide cible 
d'interet, caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

a) on introduit dans une cellule hote procaryote ou eucaryote un acide 
nucleique comprenant : 

(i) au moins une copie d'une sequence nucleotidique cible d'une 
10 proteine de liaison & TARN ; 

(ii) le polynucleotide d'inter§t ; et 

(iii) un polynucleotide regulateur sous le controle duquel est plac§ ledit 
polynucleotide d'interet. 

b) on cultive la cellule h6te recombinante obtenue a la fin de I'etape a) 
is dans un milieu de culture approprie, la cellule hote recombinante 

exprimant ledit polynucleotide d'interet; 

c) lorsque desire, on inhibe I'expression dudit polynucleotide d'interet en 
ajoutant au milieu de culture cellulaire un polypeptide de fusion selon Tune 
des revendications 7 ou 8. 

20 

28. Proced6 pour controler in vitro la traduction d'un polynucleotide cible 
d'interet, caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

a) on introduit dans une cellule hote procaryote ou eucaryote 

(1) un acide nucleique comprenant : 

25 (i) au moins une copie d'une sequence nucleotidique cible d'une 

proteine de liaison a TARN ; 

(ii) le polynucleotide d'interet ; et 

(iii) un polynucleotide regulateur sous le controle duquel est place 
ledit polynucleotide d'interet. 

30 et 

(2) un acide nucl§ique selon la revendication 13;. 

b) on cultive la cellule h6te eucaryote ou procaryote dans un milieu de 
culture approprie ; 
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c) Lorsque desire, on ajoute au milieu de culture une concentration finale 
appropriee d'un agent permettant I'activation ou la repression de 
I'expression du polynucleotide codant le polypeptide de fusion. 

29. Kit ou trousse pour le controle de la traduction d'un polynucleotide 
d'interet, caracteris6 en ce qu'il comprend un polypeptide de fusion selon 
Tune des revendications 7 ou 8. 

30. Kit ou trousse pour le controle de la traduction d'un polynucleotide 
d'interet, caracterise en ce qu'il comprend : 

(a) un polypeptide de fusion selon Tune des revendications 7 ou 8; et 

(b) un vecteur recombinant dans lequel est insure un acide nucleique 
comprenant : 

(i) au moins une copie d'une sequence nucleotidique cible de la 
proteine de liaison a TARN contenue dans le polypeptide de fusion tel 
que defini en (a) ; 

(ii) le polynucleotide d'inter§t 

31. Kit ou trousse pour le controle de ia traduction d'un polynucleotide 
d'jnteret, caracterise en ce qu'il comprend un vecteur recombinant dans 
lequel est insere un acide nucleique selon Tune des revendications 11 a 13. 

32. Kit ou trousse pour le controle de la traduction d'un polynucleotide 
d'interet, caracterise en ce qu'il comprend : 

(a) un vecteur recombinant dans lequel est insere un acide nucleique 
selon Tune des revendications 11 a 13; et 

(b) un vecteur recombinant dans lequel est insere un acide nucleique 
comprenant : 

(i) au moins une copie d'une sequence nucleotidique cible de la 
proteine de liaison a TARN contenue dans le polypeptide de fusion tel 
que defini en (a) ; 

(ii) le polynucleotide d'interet 

33. Kit ou trousse selon la revendication 32, caracteris6 en ce que le vecteur 
recombinant (a) est le vecteur pMS2CP-PEP58X depose & la Collection 
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Nationale de Cultures de Microorganismes le 8 Juillet 2003 sous le numero 
d'acces I-3067. 

34. Utilisation d'un systeme de controle selon Tune des revendications 15 a 
5 17, 23 et 24 ou d'un kit selon Tune des revendications 29 3 33 pour le 

controle de la traduction d'un polynucleotide d'interet. 

35. Utilisation selon la revendication 34, caracterisee en ce que le 
polynucleotide d'interet est exprime dans un systeme acellulaire. 

10 

36. Utilisation selon la revendication 34, caracterisee en ce que le 
polynucleotide d'interet est exprime in vitro par des cellules cultivees dans un 
bioreacteur. 

15 37. Composition pharmaceutique comprenant un polypeptide de fusion selon 
Tune des revendications 7 ou 8. 

38. Composition pharmaceutique comprenant : 

(a) un polypeptide de fusion selon Tune des revendications 7 ou 8; et 
20 (b) un vecteur recombinant dans lequel est insere un acide nucleique 
comprenant : 

(i) au moins une copie d'une sequence nucleotidique cible de !a 
proteine de liaison a TARN contenue dans le polypeptide de fusion tel 
que defini en (a) ; 
25 (ii) le polynucleotide d'int§ret 

39. Composition pharmaceutique comprenant un vecteur recombinant dans 
lequel est insere un acide nucleique selon Tune des revendications 11 a 13. 

30 40. Composition pharmaceutique comprenant : 

(a) un vecteur recombinant dans lequel est insere un acide nucleique 
selon Tune des revendications 11 a 13; et 

(b) un vecteur recombinant dans lequel est insere un acide nucleique 
comprenant : 
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(i) au moins une copie d'une sequence nucleotidique cible de la 
proteine de liaison a I'ARN contenue dans le polypeptide de fusion tel 
que defini en (a) ; 

(ii) le polynucleotide d'interet 
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LISTE DE SEQUENCES 



<110> Centre National de la Recherche Scientifique 

<120> Peptide inhibiteur de la traduction des proteines et 
utilisation pour le contrSle de la traduction des 
prot&ines 

<130> P290-FR 

<140> 
<141> 

<160> 16 

<170> Patentln Ver . 2.1 

<210> 1 
<211> 28 
<212> PRT 

<213> Xenopus laevis 
<400> 1 

Val Lys Phe Ala Asp Thr Gin Lys Asp Lys Glu Gin Lys Arg Met Thr 
1 5 10 - 

Gin Gin Leu Gin Gin Gin Met Gin Gin Leu Asn Ala 
20 25 



<210> 2 
<211> 28 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 2 

Val Lys Phe Ala Asp Thr Gin Lys Asp Lys Glu Gin Lys Arg Met Ala 
1 5 10 15 

Gin Gin Leu Gin Gin Gin Met Gin Gin He Ser Ala 
20 25 



<210> 3 
<211> 84 
<212> PRT 

<213> Xenopus laevis 
<400> 3 

Phe Thr Thr Arg Ser Met Ala Gin Met Ala lie Lys Ser Met His Gin 
15 10 15 

Ala Gin Thr Met Glu Gly Cys Ser Ser Pro He Val Val Lys Phe Ala 
20 25 30 

Asp Thr Gin Lys Asp Lys Glu Gin Lys Arg Met Thr Gin Gin Leu Gin 



35 40 45 

Gin Gin Met Gin Gin Leu Asn Ala Ala Ser Met Trp Gly Asn Leu Thr 
50 55 60 

Gly Leu Asn Ser Leu Ala Pro Gin Tyr Leu Ala Leu Leu Gin Gin Thr 
65 70 75 80 

Ala Ser Ser Gly 



<210> 4 

<211> 88 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 4 

Phe Thr Thr Arg Ala Met Ala Gin Thr Ala He Lys Ala Met His Gin 
15 10 15 

Ala Gin Thr Met Glu Gly Cys Ser Ser Pro Met Val Val Lys Phe Ala 
20 25 30 

Asp Thr Gin Lys Asp Lys Glu Gin Lys Arg Met Ala Gin Gin Leu Gin 
35 40 45 

Gin Gin Met Gin Gin He Ser Ala Ala Ser Val Trp Gly Asn Leu Ala 
50 55 60 

Gly Leu Asn Thr Leu Gly Pro Gin Tyr Leu Ala Leu Tyr Leu Gin Leu 
65 70 75 80 

Leu Gin Gin Thr Ala Ser Ser Gly 
85 



<210> 5 
<211> 189 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : fusion 
<400> 5 

Met Ala Tyr Pro Tyr Asp Val Pro Asp Tyr Ala Ser Val Lys Phe Ala 
1 5 10 15 

Asp Thr Gin Lys Asp Lys Glu Gin Lys Arg Met Thr Gin Gin Leu Gin 
20 25 30 

■"/r. C 1 ' H«ri- Gin i.-3n L'iu Ala. Ala Ala Ala Mat Ala Ser Asn Phe 

: r V. .J 5 



50 55 60 

Ala Pro Ser Asn Phe Ala Asn Gly Val Ala Glu Trp lie Ser Ser Asn 
65 70 75 80 

Ser Arg Ser Gin Ala Tyr Lys Val Thr Cys Ser Val Arg Gin Ser Ser 
85 90 95 

Ala Gin Asn Arg Lys Tyr Thr lie Lys Val Glu Val Pro Lys Val Ala 
100 105 110 

Thr Gin Thr Val Gly Gly Glu Glu Leu Pro Val Ala Gly Trp Arg Ser 
115 120 125 

Tyr Leu Asn Met Glu Leu Thr lie Pro lie Phe Ala Thr Asn Ser Asp 
130 135 140 

Cys Glu Leu lie Val Lys Ala Met Gin Gly Leu Leu Lys Asp Gly Asn 
145 150 " 155 160 

Pro lie Pro Ser Ala lie Ala Ala Asn Ser Gly lie Tyr Gly Gly Gly 
165 170 175 

Gly Gly Ser Gly Pro Tyr Ser He Val Ser Pro Lys Cys 
180 185 



<210> 6 
<211> 154 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : fusion 
<400> 6 

Met Ala Ser Asn Phe Thr Gin Phe Val Leu Val Asp Asn Gly Gly Thr 
1 5 10 15 

Gly Asp Val Thr Val Ala Pro Ser Asn Phe Ala Asn Gly Val Ala Glu 
20 25 30 

Trp He Ser Ser Asn Ser Arg Ser Gin Ala Tyr Lys Val Thr Cys Ser 
35 40 45 

Val Arg Gin Ser Ser Ala Gin Asn Arg Lys Tyr Thr He Lys Val Glu 
50 55 60 

Val Pro Lys Val Ala Thr Gin Thr Val Gly Gly Glu Glu Leu Pro Val 
65 70 75 80 

Ala Gly Trp Arg Ser Tyr Leu Asn Met Glu Leu Thr He Pro He Phe 
85 90 95 

Ala Thr Asn Ser Asp Cys Glu Leu He Val Lys Ala Met Gin Gly Leu 
100 105 110 
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Leu Lys Asp Gly Asn Pro lie Pro Ser Ala He Ala Ala Asn Ser Gly 
115 120 125 

He Tyr Gly Gly Gly Gly Gly Ser Lys Leu Gly Ser Met Ala Tyr Pro 
130 " " 135 140 

Tyr Asp Val Pro Asp Tyr Ala Arg Ala Ala 
145 ' 150 



<210> 7 
<211> 570 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence 
<400> 7 

atggcttacc catacgatgt tccagattac 
gacaaagaac agaagcgcat gacgcagcaa 
gcggccgr" ^agcttctaa ctttactcag 
gacgtgaf £g i egccccaag caacttcgct 
tcgcgatV^ .ggcttacaa agtaacctgt 
aaatacacca tcaaagtcga ggtgcctaaa 
cttcctgtag ccggatggag atcttactta 
acgaattccg actgcgagct tattgttaag 
ccgattccct cggccatcgc ggccaactcc 
ccctattcta tagtgtcacc taaatgctag 



artif icielle : fusion 



gctagcgtaa agttcgcaga cactcagaaa 60 
cttcagcagc aaatgcagca gctcaatgca 120 
ttcgttctcg tcgacaatgg cggaactggc 180 
aacggggtcg ctgaatggat cagctctaac 240 
agcgttcgtc agagctctgc gcagaatcgc 300 
gtggcaaccc agactgttgg tggtgaagag 360 
aatatggaac taaccattcc aattttcgcc 420 
gcaatgcaag gtctcctaaa agatggaaac 480 
ggcatctacg gaggtggagg tggatctggg 540 

570 



<210> 8 
<211> 570 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence 
<400> 8 

atggcttacc catacgatgt tccagattac 
gacaaagaac agaagagaat ggcccagcag 
gcggccgcca tggcttctaa ctttactcag 
gacgtgactg tcgccccaag caacttcgct 
tcgcgatcac aggcttacaa agtaacctgt 
aaatacacca tcaaagtcga ggtgcctaaa 
cttcctgtag ccggatggag atcttactta 
acgaattccg actgcgagct tattgttaag 
ccgattccct cggccatcgc ggccaactcc 
ccctattcta tagtgtcacc taaatgctag 



artificielle : fusion 



gctagcgtaa aatttgctga tacacagaag 60 
ctccagcagc agatgcagca aatcagcgca 120 
ttcgttctcg tcgacaatgg cggaactggc 180 
aacggggtcg ctgaatggat cagctctaac 240 
agcgttcgtc agagctctgc gcagaatcgc 300 
gtggcaaccc agactgttgg tggtgaagag 360 
aatatggaac taaccattcc aattttcgcc 420 
gcaatgcaag gtctcctaaa agatggaaac 480 
ggcatctacg gaggtggagg tggatctggg 540 

570 



1 er depot 



aacaccccaa gtgcaggagc agcgctcact 
agttccggtt cctcccccag ttcaaataac 
gctctacaga cattggctgg ggccacagct 
gctgcgttta atggaggcct aggcagcagt 
gcccttagtc aagcttactc tgggattcag 
tataaccaga gccttttgtc acaacagggt 
ccagaaggag ccaacctttt tatataccac 
ctgcagatgt tcatgccatt tggaaatgtt 
acgaacctca gcaaatgttt tggcttcgta 
gctatccagt ccatgaacgg ctttcagatc 
cgctccaaga atgacagcaa accctactga 



tcttccagca gccccctcag catcctaacc 900 
tcatccatca acaccatggc atccctagga 960 
ggtctcaatg tcaattcgct tgcaggtatg 1020 
ctctccaatg gcactggcag tacgatggaa 1080 
cagtatgctg ccgctgcact tccttcactc 1140 
ttgggggctg cggggagtca gaaagaaggc 1200 
ctaccccagg agtttgggga ccaggatctc 1260 
gtgtcctcca aagttttcat cgacaaacaa 1320 
agttacgaca atcccgtttc tgctcaggct 1380 
ggaatgaaac gcctgaaagt ccaactcaaa 144 0 

1.470 



<210> 11 
<211> 9 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: peptide HA 
<400> 11 

Tyr Pro Tyr Asp Val Pro Asp Tyr Ala 
1 5 



<210> 12 
<211> 33 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : amorce 
<400> 12 

atgctagcgt aaagttcgca gacactcaga aag 33 



<210> 13 
<211> 32 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : amorce 
<400> 13 

atgcggccgc tgcattgagc tgctgcattt gc 32 



<210> 14 
<211> 32 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 



<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : amorce 



<400> 14 

atgctagcgt aaaatttgct gatacacaga ag 

<210> 15 
<211> 32 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : amorce 
<400> 15 

atgcggccgc tgcgctgatt tgctgcatct gc 

<210> 16 
<211> 27 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle rpeptide HA 
<400> 16 

tacccatacg atgttccaga ttacgct 



11 



8 
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